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概 要 
生物活性物質部では、難治性真菌感染症の制圧、ならびに、

感染症制御薬の創薬と有効活用を目標として、研究を推進して

いる。真菌症研究では、昨年度から開始したアスペルギルス症

の新規診断と治療法開発に関する研究と、従来からおこなって

いるカンジダ属の薬剤耐性や病原因子制御に関する研究を中心

に、二大深在性真菌症についての基礎研究と応用研究を行って

いる。創薬研究では、放線菌ゲノム情報を応用した生物活性物

質の生合成経路の解明とそれを利用した新規薬剤の開発、及び、

シグナル伝達制御による増殖抑制に着目した、抗微生物薬の開

発研究を行っている。 

第１室では、新見昌一室長の平成１２年着任に始まった本研

究所における真菌症研究を継続している。主にカンジダ属を対

象として、主要抗真菌薬に対する薬剤耐性機構と病原因子の解

明に関する研究を行ってきたが、さらに真菌症研究を発展させ

るべく、糸状菌感染症の制圧という新たな目標を加え、集約的

に取り組んでいる。第２室では、病原真菌や宿主の細胞内シグ

ナル伝達を応用した感染制御に関する研究、並びに、新規薬剤

のスクリーニングと構造活性相関についての研究を行っている。

第３室では、真菌感染症のレファレンス業務と併行して、難治

性真菌症の診断系の開発研究、宿主因子の制御による難治性感

染症や難病の治療に関する基礎研究を行っている。第４室では、

放線菌ゲノム情報と二次代謝産物を応用した新規感染症制御薬

の創薬研究、及び、ノカルジア症の病態解明に関する基盤研究

を行っている。 

 

平成２０年度の主要な研究項目は以下の通りである。 

Ｉ．病原真菌の病原性解明と新しい診断・治療法開発のための

基盤的研究と開発研究 

ＩＩ．真菌感染症における宿主因子の解明と感染制御に向け

た基盤的研究と応用研究  

ＩＩＩ．新しい活性評価系とスクリーニング及び生物活性物

質の基盤的研究 

ＩＶ．微生物の有用遺伝子探索による創薬と薬剤耐性機構に

関する基盤的研究 

 研究費としては、厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感

染症研究事業、難治性疾患対策事業）、ヒューマンサイエンス

振興財団・政策創薬総合研究事業、文部科学省科学研究費補助

金、経済産業省地域イノベーション創出研究開発事業の支援を

受けた。 

 

昨年度より、レファレンス業務を拡張し全国の病院、大学等の

研究機関、報道機関からの真菌症および抗菌化学療法に関する問

い合わせや検査依頼への随時対応を開始したところであるが、平

成２０年度から真菌症の行政検査にも対応している。同様に平成

１９年度から開始した品質管理業務については、平成２０年度よ

り後発医薬品等の品質管理業務を独自の体制を確立し稼働するに

至っている。 

宮﨑は、独立行政法人医薬品医療機器総合機構の専門委員など

の任を務めた。 

国際交流としては、米国疾病制御センター（CDC）の派遣事業

により米CDC真菌疫学研究部門Dr. Benjamin Parkを招聘し「米国に

おける侵襲性真菌症の疫学調査ストラテジー」に関する感染研セ

ミナーを主宰し疫学研究のプロトコル作成に関する研究討議を行

った。また、ヒューマンサイエンス振興財団「外国人研究者招聘

事業」によりパスツール研究所真菌症および抗真菌薬レファレン

スセンター分子真菌学部門長のDr. Francoise Dromerを招聘して

「Cryptococcus neoformans の血液脳関門への通過」に関する研究

討議を行なった。新見室長は、ヒューマンサイエンス振興財団「外

国の研究機関等への委託研究事業」（新興・再興感染症研究事業プ
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ログラム、主任研究者：新見昌一）により、ニュージーランド、

オタゴ大学分子微生物学研究室（RD Cannon主任教授）と「構造

に基づくドラッグデザイン」に関する共同研究を行った。 

人事異動では、平成２０ 年４ 月１日付で大野秀明が第３室長

に着任した。新見昌一第１室長が平成２１年３月末日に定年退官

した。 

 

以下に本年度の主な調査・研究、レファレンス業務、品質管理

業務の業績を記す。 

 

業 績 
 

調査・研究 

 

Ｉ．病原真菌の病原性解明と新しい診断・治療法開発のための

基盤的研究と開発研究 

 

１．病原真菌の新規分子の探索と応用研究 

 

（１）病原真菌Asperugillus fumigatusの細胞膜あるいは細胞外

に存在する蛋白質の網羅的同定と診断系の作成 

特異的かつ感度の高いアスペルギルス属の検出系の確立を

目的として研究を進めている。シグナルシークエンストラッ

プ法により同定した真菌由来細胞外蛋白質をコードすると考

えられる遺伝子113種類から、分泌発現すると予想される20

個の候補遺伝子を選んだ。それらの遺伝子を Saccharomyces 

cerevisiaeに発現させ、10個の遺伝子について培養上清中に分

泌を確認できた。現在、それぞれの遺伝子に対応するマウス

Ba/F3細胞由来SST クローンをマウスに免役してモノクロー

ナル抗体の作製をしている。そのなかで Y-1 と命名した遺伝

子産物に対するモノクローナル抗体 4 種類得ることができ、

サンドイッチELISAの構築を試みたが、これら抗体は同じエ

ピトープを認識すると考えられたため構築できなかった。そ

こで、サンドイッチELISAの構築に向けて大腸菌で作製した

組換え体を用いポリクローナル抗体の作製を行っている。 

[山越 智、宮﨑義継、岡部智也（ACTGen社）、橋本ゆき、大

川原明子、大野秀明] 

 

（２）Candida属など主要な病原真菌を用いたシグナルシーク

エンストラップ法による解析 

 哺乳類の細胞外蛋白質をコードする遺伝子を網羅的に同定

するために確立されたシグナルシークエンストラップ法が真

菌にも応用できることが明らかとなったので、他の病原真菌

Candida albicans, Candida glabrata, Asperugillus niger, 

Asperugillus flavus, Cryptococcus neoformans , Rhizopus oryzae, 

Trichosporon asashii、コントロールとしてAsperugillus  oryzae,  

Aspergillus versicolor, Penicillium expansumでも新規蛋白質の検

索を行い真菌由来細胞外蛋白質をコードすると考えられる遺

伝子を同定した。今後、これらの情報を用いて診断薬、治療

薬への応用を検討する。 

[山越 智、大野秀明、岡部智也（ACTGen社）、増保安彦（東

京理科大学）、掛屋 弘（長崎大学）、小西良子（国立医薬品

食品衛生研究所）、宮﨑義継] 

 

（３）Candida ablicansのbiofilmにおけるhsp90の役割 

 Candida albicansは、日和見感染症の重要な原因微生物であ

り、抗真菌薬無効の感染症として治療が困難である。また、

近年biofilmがその難治性と関連していることが知られるよう

になった。in vitroで、アゾール系抗真菌薬がbiofilmに対して

無効であること、また、micafunginの作用を弱めることが分か

った。その機序として、hsp90 が関連していることが判明し、

hsp90 関連因子が新たな治療ターゲットになる可能性を検討

している。 

［金子幸弘、宮﨑義継］ 

 

（４）Asperugillus fumigatusの遺伝子破壊 

 Ku70遺伝子欠損株Afs35を用いpCB1004のハイグロマイシ

ン耐性遺伝子を含む DNA 断片を選択マーカーとして使い

Asperugillus fumigatus の 3 つのシデロフォアの合成に関わる

SidA遺伝子破壊株を作製した。 

[山越 智、大野秀明、田辺公一、宮﨑義継] 

 

（５）バイオフィルムにおける真菌の転写調節の解明 

 網羅的なC. albicansのトランスクリプトームおよびプロモ

ーター活性の解析を開始した。バイオフィルムを形成した状

態で抗真菌薬を投与し、投与4時間後にC. albicansの全RNA

を抽出し、CAGE法によりmRNAの転写開始部位の転写量を

測定した。抗真菌薬投与の有無で差を認めたため、詳細を検

討中である。 

［金子幸弘、宮﨑義継］ 
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２．抗真菌薬耐性機構に関する研究 

 

 (1) ステロールトランスポーターとアゾール系抗真菌薬非

感受性化 

ステロール合成阻害剤であるアゾール系抗真菌薬は、深在性

真菌症治療薬として優れた薬効を持つが、耐性化を引き起こ

すことが知られている。アゾール耐性株の多くはATP-binding 

cassette (ABC) タンパク質による薬剤の細胞外排出能の亢進

に起因する。一方で我々は、Candida glabrata のABC タンパ

ク質CgAus1pが細胞外から代替ステロールを取り込んで、ア

ゾール剤によるエルゴステロール合成阻害を回避することを

明らかにした。血清や胆汁存在下ではC. glabrataはアゾール

剤に低感受性になる。しかし、CgAUS1 が欠失すると真菌へ

のステロールの取り込みが低下し、アゾール系抗真菌薬に高

感受性となった。当該年度は、CgAUS1 の発現を制御する転

写因子を同定するために、候補となる転写因子を他のモデル

生物とのゲノムDNAの比較から絞込み、それらの転写因子を

コードする遺伝子の破壊株を作製した。複数の候補遺伝子破

壊株のうち、UPC2B破壊株においては血清によるアゾール非

感受性化が認められず、CgAUS1 遺伝子の発現上昇も認めら

れなかった。以上の結果から、血清の添加はUPC2Bを活性化

し CgAUS1 遺伝子の発現上昇を引き起こすというモデルを提

唱した。 

[田辺公一、中山浩伸（鈴鹿高専・生物応用化学科）、名木 稔、

新見昌一]  

 

(2) 真菌の脂質成分分析法の確立 

アゾール系抗真菌薬をはじめとして多くの抗真菌薬はエルゴ

ステロール合成経路を標的としたものが多い。真菌の脂質分

析手法を確立することを目的として実験を行った。ステロー

ルの分析に関しては、HPLCと蒸発光散乱検出（Evaporative 

Light Scattering Detector；ELSD）によって同定・定量を試みた。

その結果、cholesterol, ergosterol, lanosterolについてUV吸収で

は検出できない微量のステロールの同定、定量を可能にした。 

[田辺公一、名木 稔、臺 由紀、宮﨑義継、新見昌一] 

 

(３) 血清添加によるCandida属のアゾール系抗真菌薬非感受

性化 

Candida albicansは好気条件においては内在性のエルゴステロ

ール合成に依存して成育し、細胞外にステロールが存在して

も取り込まないことが知られている。したがって、C. glabrata

で観察されたような好気条件での血清添加によるアゾール系

抗真菌薬非感受性化は起こらないと推測された。しかしなが

ら、Candida属22株（臨床分離株17株および標準株5株）の

血清存在下での薬剤感受性を調べたところ、C. parapsilosis以

外の全ての Candida 属において血清によるアゾール系抗真菌

薬非感受性化が認められた。本結果は、血清によるアゾール

系抗真菌薬非感受性化が一部の種を除いて Candida 属に広く

存在することを示している。 

[田辺公一、名木 稔、新見昌一] 

 

(4) Candida albicans の血清によるアゾール耐性化メカニズム

の解明 

C. albicans は合成培地中で血清によってアゾール高感受性化

することが明らかにされていた。しかし、この現象は標準株

である SC5314 でしか検証されておらず、SC5314 以外の C. 

albicans 株は全て血清によるアゾール非感受性化が認められ

た。そこで血清添加時のアゾール耐性関連遺伝子の発現解析

とステロール分析を行った。アゾール耐性関連遺伝子の発現

量は血清添加によってほとんど変化しておらず、またSC5314

株と他の臨床株との間でも顕著な差は認められなかった。ま

た、細胞内ステロール含量についても各株間で顕著な差は認

められなかった。よって、血清によるアゾール非感受性化が

既知の薬剤耐性メカニズムとは異なる機構によるものである

ことが示唆された。 

[田辺公一、名木 稔、臺 由紀、宮﨑義継、新見昌一] 

 

(５) カイコ感染実験モデルを用いた C. albicansの病原性解析 

 カイコ感染実験モデルを用いてC. albicansプロテインフォ

スファターゼの病原性解析を行った。プロテインフォスファ

ターゼをコードする28遺伝子のうち、21遺伝子をそれぞれ破

壊した欠損株を作製し、カイコ感染実験モデルを用いて親株

と病原性を比較した。その結果、CaPTC1破壊株が著しい病

原性の低下を示し、マウスモデル感染実験においても再現さ

れた。CaPTC1破壊株は寒天培地上で菌糸形成が阻害され、

Protease産生能の低下、マウス腎臓への定着率の低下などを示

した。 これらが複合してC. albicansの病原性の低下につなが

ったと考えられる。さらに、マウスモデル感染実験において

病原性の低下が報告されているいくつかのプロテインフォス
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ファターゼ欠損株はカイコ感染実験モデルにおいても病原性

が低下しており、カイコを用いた C. albicansの病原性解析が

有効であることが分かった 。 

［花岡 希、 高野幸枝、上原至雅（岩手医科大学薬学部・微

生物薬品創薬学講座）、 新見昌一、渋谷和俊（東邦大学医学

部病院病理）、普後 晋（東京農工大院・連合農学・生物生

産）］ 

 

３．深在性真菌症と輸入真菌症に関する新しい検査法と抗真

菌薬の開発、並びに病原因子の解明に向けたポストゲノムの

基盤的研究 

 

(1) 輸入真菌症の疫学調査を行い、ヒストプラズマ症例数の

持続的増加およびコクシジオイデス症のコンスタントな発生

が認められた。肺線維症における抗ヒストプラズマ抗体測定

による潜在的ヒストプラズマ症患者の検索では、明確なヒス

トプラズマ症は認められなかった。ヒストプラズマ症血清診

断法の開発について、新規抗原候補タンパク質について可溶

化を行ない、有用性の基礎的検討を行った。 

(2) 深在性真菌症として頻度の高いカンジダ症の原因真菌の

ほとんどを占めるCandida主要菌種のCHROM agar Candida

と血液寒天を組み合わせる簡便な同定方法を確立した。 

(3) 新規カンジダ属酵母、新種酵母を記載し、迅速診断のた

めの簡易遺伝子抽出系を考案した。 

(4) ホルマリン固定パラフィン切片におけるFusarium属およ

びHistoplasma capsulatumの検出を目的としたPNAプローブ

を用いた In situ hybridization法を開発した。 

(5) 新聞データべースを用い、真菌感染に関する情報がどの

程度提供されているかを調査し、「かび」や「真菌」に関する

情報が新聞誌上で扱われることは少ないことが分かった。 

(6) 抗真菌薬シーズの開拓と新興感染症トリコスポロン症の

分子疫学を行い、Trichospron asahiiの遺伝子型は日本、タイ、

米国株はそれぞれ特徴があった。 

 (7) 臨床分離Candida tropicalisにみられたmicafunginの

paradoxical effectについて検討した。 

 [新見昌一、大野秀明、亀井克彦（千葉大学真菌医学研究セ

ンター）、菊池 賢（順天堂大学医学部・感染制御科学）、槙

村浩一（帝京大学医真菌研究センター）、渋谷 和俊（東邦大

学医学部・病院病理学研究室）、上 昌広（東京大学医科学研

究所）杉田 隆（明治薬科大学・微生物学教室）、上原至雅（岩

手医科大学薬学部・微生物薬品創薬学講座）] 

 

ＩＩ．真菌感染症における宿主因子の解明と感染制御に向け

た基盤的研究と応用研究 

 

１．C. albicans細胞壁表層のマンナン構造の違いによる初期免

疫応答の解析 

 

（１）α型マンノース転移酵素欠失株の解析 

ゲノム上にコードされている糖付加酵素 α型のマンノース

転移酵素、すなわちα-1,2、α-1,3、α-1,6マンノース転移酵素

の遺伝子をそれぞれ単独で欠失すると推定される破壊株を

作製し、それらの真菌学的性質、病原性、精製したマンナン

たんぱく質刺激によるモノサイト・マクロファージの炎症性

サイトカイン産生誘導について解析を行った。親株TUA6と

比較して 菌糸形成能が顕著に低下する株を見出したが、病

原性については差を認めなかった。一方、初期感染防御に関

与するヒトモノサイト、マウスマクロファージを親株、破壊

株からそれぞれ精製したマンナンたんぱく質によって刺激

してIL-6産生誘導について検討したところ、親株を含むすべ

ての株で産生を誘導したが、それらの産生量に違いは認めな

かった。以上の結果より、表層を構成するマンノースの構造

が変化していると考えられる C. albicans では、コロニーの

性質が変化するものがあったが、生体による認識、病原性に

直接反映されなかった。病原性について詳細を解析中である。 

 [大川原明子、山越 智、臺 由紀、橋本ゆき、宮﨑義継、大

野秀明] 

 

（２）β型マンノース転移酵素欠失株での宿主反応の解析 

C. albicans細胞壁表層のマンナンの構造は温度、pHなどの培

養条件、さまざまなストレスによって修飾を受け生物活性が

変化することが報告されている。β-1,2マンノースが付加しな

い培養条件で培養した菌の培養上清から精製したマンノプロ

テインβ-グルカン複合体をマウスに投与することによって、

川崎病類似の冠状動脈炎が発症することを報告してきた。ゲ

ノム上にコードされている糖付加酵素 β-1,2マンノース転移

酵素の遺伝子を欠失すると推定される破壊株を作製し、真菌

学的性質、病原性、精製したマンナンたんぱく質刺激による

モノサイト・マクロファージによる炎症性サイトカイン産生

誘導について解析中である。 
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[大川原明子、山越 智、臺 由紀、橋本ゆき、大野秀明、宮﨑

義継] 

 

２．Cryptococcus neoformansの潜伏感染機構の解析 

 C. neoformansはヒトに感染後、生体内で潜伏感染すること

が数々の報告で明らかとなっている。この潜伏感染のメカニ

ズムを解明するためのアプローチとして、低酸素条件下での

培養で C. neoformans の遺伝子発現について検討したところ、

未同定の遺伝子が多く認められたと同時に糖代謝に関与する

遺伝子の発現が多いことを確認した。現在これらの遺伝子の

機能について解析をすすめている。 

[大野秀明、山越 智、金子幸弘、宮﨑義継] 

 

３．Cryptococcus neoformans 感染に対する生体防御における

LECT2の役割 

真菌感染におけるLECT2 の関与を調べるためにLECT2 遺

伝子欠損マウスを用いC. neoformans感染における感受性を調

べた。尾静脈からC. neoformansを経静脈的に感染させ、野生

型と生存率および脳、肺、肝臓、脾臓における経時的な菌量、

病理組織像、各臓器における炎症性サイトカインのmRNAレ

ベルでの比較検討を行った。その結果、LECT2遺伝子欠損マ

ウスにおいては C.  neoformans 感染に感受性を持つことが示

唆された。 

[大野秀明、奥村彰規、宮﨑義継、山越 智] 

 

４．サイトカインLECT2のdisulfide bondの解析 

 LECT2 は、151 個のアミノ酸残基からなり 6 個のシステイ

ン残基を含む。CHO細胞で分泌発現させた組換え体ヒト、マ

ウスLECT2をMALDI-TOFマスで解析し、すべてのシステイ

ンが結合に関わることがわかり、3つの disulfide bond の位置

を決定することができた。 

[奥村彰規、鈴木健裕（理研）、橋本ゆき、大野秀明、宮﨑義

継、山越 智] 

 

５．COPD等における難治性感染症の病態把握等に関する研

究 

（１）わが国の慢性壊死性肺アスペルギルス症は、欧米の慢

性空洞性肺アスペルギルス症を包括する概念であることが明

らかになった。 

（２）慢性壊死性肺アスペルギルス症の患者背景が明らかに

なり、肺結核後遺症、肺炎、非定型抗酸菌症、COPDなどが

呼吸器系の基礎疾患として頻度が高かった。疾患感受性の指

標としてマンノース結合レクチン遺伝子の多型性は欧米の報

告と異なる傾向が示唆された。 

（３）測定法の改良前後のβ-グルカン値の比較で、一定の相

関を認めたが、改良前MK法の測定値が高い数値になる傾向

が認められた。 

（４）慢性壊死性肺アスペルギルス症で見られる特徴的な症

状は喀血と血痰であることが示唆された。 

（５）病理組織と画像の対比では、いずれの症例も上肺肺尖

部付近に、菌球を有する空洞を認めた。空洞壁は壊死、器質

化、線維性肥厚よりなり、その辺縁部から離れた部位まで、

種々の程度の器質化肺炎像が観察された。しかし、アスペル

ギルス菌糸の組織内への侵襲像は認められなかった。 

（６）真菌であるA. fumigatus遺伝子をマウス由来細胞に導入

した場合でも、糸状菌由来蛋白質のシグナルペプチドにより

マウス細胞表面に移送されることが明らかにした。また、

TOF-MSを用いた解析から得られた情報を基に、ポリアクリ

ルアミドゲルを用いた二次元電気泳動法、peptide mass 

fingerprint法、アミノ酸シークエンスを行い、本タンパクがア

スペルギルス由来のユビキチン様タンパクが重症患者の血清

中に出現することを明らかにした。 

（７）ウシ血清由来 fetuinを終濃度2mg/mlとなるように添加

し、A. fumigatus培養結果の解析から、BSA添加時に比べると

明らかに血清添加時に近似した生育形態をとっていることが

観察され、血清中の fetuinが生育促進に重要な役割を果たして

いることを示した。 

（8)変異株の血清型の変化、発育能の変化、コロニー形態の

変化を確認した。産生されたバイオフィルムの厚さが野生株

と比較して変異株では増加し、変異株において有意なバイオ

フィルム産生増加を認めた。 

[宮﨑義継、山越 智、河野茂（長崎大学）、二木芳人（昭和

大学）、小川賢二（国立病院機構東名古屋病院）、安藤常浩（東

京日赤医療センター）、泉川公一（長崎大学）、亀井克彦（千

葉大学）、渡邊浩（久留米大学）、大野秀明] 

 

６．血液疾患に合併する真菌症の調査・解析 

日本成人白血病治療共同研究グループ、東京移植コンソー

シアム、Febrile Neutropenia研究会との合同で「日本人血液疾

患患者におけるアスペルギルス属およびその他の糸状菌類に
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よる侵襲性真菌感染症についての疫学調査」にCentral 

laboratoryとして参加し、糸状菌類の同定、薬剤感受性など真

菌学的な面から調査・解析を行っている。 

[宮﨑義継、大野秀明、大川原明子、山越 智、吉田 稔（帝

京大学）] 

 

７．質量顕微鏡を応用した感染病態の解明 

 C. albicansのバイオフィルム内の分子分布の変化を解析す

る目的で、質量顕微鏡による解析を開始し、解析条件を検討

中である。また、腎症モデルマウスの腎臓内分子分布の解析

で、正常とHIGAマウスの腎組織を質量顕微鏡で検討した結

果、質量電荷比844.6、856.7、859.7、868.6など複数のピーク

を認め、また、正常とHIGAマウス間で分布に差があること

が確認された。今後、これらのピークを同定するとともに、

病因との関連を検索する。 

［金子幸弘、小畑陽子（長崎大学）、早坂孝宏（浜松医科大学）、

瀬藤光利（浜松医科大学）、河野茂（長崎大学）、宮﨑 義継］ 

 

 

ＩＩＩ．新しい活性評価系とスクリーニング及び生物活性物

質の研究 

 

１．宿主および病原微生物の細胞内シグナル伝達制御に関する

研究 

 

（１）プロテインキナーゼ阻害物質の検定 

 文部科学省がん特定領域研究・統合がん「化学療法基盤情

報支援班」において、血小板由来増殖因子(platelet-derived 

growth factor, PDGF) 刺激により活性化されるPDGFレセプタ

ーチロシンキナーゼおよび主要な細胞内シグナル伝達経路

（PI3 kinase-AKT pathway、classical MAP kinase pathway、

PLC-PKC pathway）に対する阻害効果を評価する系を用いて

プロテインキナーゼ阻害剤の評価を担当している。今年度は

243検体の評価を行った。 

［福山まり、矢守隆夫（癌研）、深澤秀輔］ 

 

２．新規抗ウイルス薬の探索と作用機序に関する研究 

 

(１)新規天然物由来の化合物のＣ型肝炎ウイルス(HCV)の阻

害作用の解析 

  JFH1細胞感染系で天然物関連物質からなる化合物ライ

ブラリーよりIC50が約1.0 mg/ml 以下のHCV阻害活性のある

新規な物質を7個見いだした。これらをレプリコン細胞に作

用させたところ、5化合物はレプリコン細胞のNS5Aレベル

を減少させなかった。さらにこのうち2物質は、JFH1感染系

においては感染細胞内のHCVコア蛋白質の発現を低下させ、

JFH1の侵入時の前に添加すると強く阻害するのに侵入後に

添加すると阻害作用が大きく減少していた。ウイルスの侵入

過程を阻害すると考えられた。また、別の2物質は感染細胞

内のコア蛋白質量をあまり減少させず、細胞内のHCV RNA

も減少させずに細胞外のHCV RNAを減少させた。この2物

質は主としてウイルス粒子放出過程が標的であると思われる。 

［村上裕子、鈴木哲朗・脇田隆字（ウイルス第二部）、深澤

秀輔］ 

 

（２）SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator)のＣ型肝炎

ウイルス(HCV)の侵入阻害作用 

 既知の化合物ライブラリーより抗HCV阻害活性を示すも

のもいくつか見いだしていたが、このうちタモキシフェンに

ついては、HCVの複製過程の他、侵入過程も阻害しているこ

とを見いだしたので、タモキシフェンおよびSERMについて

さらに解析を続けている。 

［村上裕子、鈴木哲朗・脇田隆字（ウイルス第二部）、深澤

秀輔］ 

 

（3）抗EBウイルス剤の探索 

持続性感染に関わるウイルスに対する抗ウイルス薬をめざし

た研究 

抗EBウイルス剤の探索 

昨年に引き続き構築したELISA系を用い in vitroでEBNA-1

の DNA への特異的な結合を阻害する化合物のスクリーニン

グを行った。AnalytiCon 社微生物代謝産物、植物代謝産物、

化学合成物ライブラリーからいくつかの阻害剤の候補が見つ

かった。さらにEMSA法により2次スクリーングを行い阻害

効果の高い 2 つの化合物の候補を得た。それらを用い EB ウ

イルスを保持する培養細胞AKATA細胞を用い in vivoでの作

用を検討したが、EBVゲノムの維持への阻害効果は見ること

ができなかった。 

[山越 智、橋本ゆき、村上裕子、深澤秀輔] 

 

４. C. albicansの14alpha-demethylase (14DM ) の結晶化 

 チトクロームP450酵素は重要なタンパク群で、真菌におい

てはアゾール系抗真菌薬の標的酵素であり、ヒトでは多くの
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薬剤やプロドラッグの代謝に関与し、また様々な疾患を引き

起こす因子にもなっている。14DMを結晶化し、 

構造に立脚したドラッグデザインの可能性を視野に入れ、

出芽酵母細胞AD1-8u-株にC. albicansの 14DMをクローニ

ングして 14DM を過剰発現させた。菌を大量培養し、粗細

胞膜を分画可溶化後、Ni-agarose 樹脂を用いてアフィニティ

ー精製し、セファデックスカラムに通して Ca14DMタンパ

クを精製した。現在、精製Ca14DM タンパクを種々の緩衝

液と組み合わせてCa14DM タンパクの結晶化に 適の条件

を模索している。 

 [新見昌一、Erwin Lamping, Richard D. Cannon, Brian C. Monk

（オタゴ大学）] 

 

ＩＶ．微生物の有用遺伝子探索による創薬と薬剤耐性機構に

関する研究 

 

１．創薬に関する研究 

 

(1) 次世代シークエンサーを用いた有用遺伝子の探索 

次世代シークエンサーを用いて Nocardia brasiliensis IFM 

0406のゲノムスキャニングを行った結果、生物活性物質の生

合成遺伝子の一部と考えられるポリケチド合成酵素遺伝子、

非リボゾーム性ペプチド合成酵素遺伝子、シトクロムP450遺

伝子などの断片が多数見出され、本法が有用遺伝子探索に有

効であることが示された。 

［石川 淳、黒田 誠、関塚剛史（ゲノムセンター）］ 

 

(2) Mutasynthesisを用いたnocobactinアナログの生産 

Nocardia farcinica IFM 10152株の生産するnocobactinの生合

成遺伝子クラスターのうち、スターターユニットであるサリ

チル酸生合成遺伝子の破壊株を用いて mutasynthesis を行った。

サリチル酸アナログの化合物を添加して培養を行った結果、

十数種類の非天然型化合物の生産が確認された。さらに、そ

れらのうち 5 種類のアナログ化合物添加の培養液から非天然

型化合物を精製した。今後得られた化合物の生物活性の検討

を行う。 

［星野泰隆、石川 淳］ 

 

(3) リファマイシン類のリファンピシンモノオキシゲナーゼ

による変換 

N. farcinica IFM 10152株のリファンピシンモノオキシゲナ

ーゼ（Rox）を大腸菌にて発現させ、リファマイシン類（リフ

ァマイシンSV、リファブチンおよびリファペンチン）の変換

反応を行い、HPLC により変換反応が進むことを確認した。

リファマイシン SV においては、変換反応によって得られた

化合物の質量分析の結果から、分子量が 16 増加しており、1

個の酸素原子が付加されていることが示唆され、新たな誘導

体作製のためのシードとなる可能性が考えられた。 

［星野泰隆、深井俊夫（横浜薬科大）、石川 淳］ 

 

(4) リファンピシン（RIF）変換物のヒト薬物代謝酵素シトク

ロムP450の誘導能 

RIF モノオキシゲナーゼ（Rox）によって変換された RIF

変換化合物の、ヒト薬物代謝酵素であるシトクロムP450の誘

導活性の検討を行った。ヒト肝癌由来の細胞株 FLCs

（Functional Liver Cells）を用いてRT-PCR により検出を行っ

た結果、RIF 変換化合物およびリファブチンで CYP3A4、

CYP2C9およびCYP2C19を誘導する活性が認められた。今後、

mRNAの発現量の比較の検討を行う。 

［星野泰隆、石川 淳］ 

 

(5) Nocobactinの病原性への関与 

N. farcinica IFM 10152の野生株は、J774A.1細胞に対し細胞

障害性を示すが、nocobactin 生合成遺伝子（nbt）破壊株は細

胞障害性が低下することを見出した。そこで、nocobactinの病

原性への関与を検討するため、マウス感染実験を行なった結

果、nbtE破壊株は野生株で認められたマウス致死性を認めず、

nbtE 破壊株感染マウスには腎病変すら認められなかった。以

上の結果は、nocobactinがノカルジアの病原性に関与すること

を示しており、nocobactin生合成経路がノカルジア症治療のタ

ーゲットとなる可能性を示唆している。 

［石野敬子、平井明香（動物管理室）、石川 淳］ 

 

(6) N. farcinicaにおけるリゾチーム耐性の病原性への関与 

Nocardia および近縁細菌はリゾチームに対し高度に耐性で

あるが、この形質の病原性への関与を解析するために、N. 

farcinica IFM 10152株のリゾチーム感受性変異株を取得した。

変異株は、リゾチームを多く生産することで知られるマウス

マクロファージ様細胞 J774A.1 に対する細胞障害性が野生株

より約20%減じていた。一方、低pHや過酸化水素への感受性
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は野生株と同等であった。したがって、変異株の細胞障害性

の低下は、リゾチーム感受性化に伴うものと考えられ、リゾ

チーム耐性をもたらす経路は、Nocardia および近縁細菌によ

る感染症の治療薬ターゲットとなる可能性が示唆された。 

［渋谷健太、石野敬子、石川 淳］ 

 

２．薬剤耐性機構に関する研究 

 

(1) N. farcinicaのアリルアミンアセチル化酵素のイソニアジド

耐性への関与 

N. farcinica IFM 10152 株のアリルアミンアセチル化酵素

（Nfa18420）はイソニアジド（INH）をアセチル化すること

から、本菌の INH 耐性への関与が示唆された。そこで、

nfa18420遺伝子の破壊を行ったが、野生株と破壊株の INH耐

性に差はなく、本菌の INH 耐性は Nfa18420 に依らないこと

が明らかになった。 

［藤井匠子、石川 淳］ 

 

(2) N. farcinicaのリファンピシン（RIF）モノオキシゲナーゼの

RIF耐性への関与 

N. farcinica IFM 10152株のRIFモノオキシゲナーゼ（Rox）

は、RIF に酸素付加を行うことから、本菌の RIF 耐性への関

与が示唆された。そこで、rox遺伝子の破壊を行ったが、野生

株と破壊株の耐性に差はなく、本菌株のRIF耐性は主にRNA

ポリメラーゼβサブユニット遺伝子のパラログである rpoB2

遺伝子が担うものと考えられた。しかし、rpoB2 の破壊株に

rox遺伝子を過剰発現させるとRIF耐性を示したことから、rox

遺伝子も本菌の RIF 耐性の一翼を担っていることが示唆され

た。 

［藤井匠子、星野泰隆、石川 淳］ 

 

(3) N. farcinicaの薬剤耐性トランスポーター遺伝子の探索 

N. farcinica IFM 10152株のMFS型トランスポーター遺伝子

のうち、15遺伝子をE. coliで発現させた結果、1遺伝子がク

ロラムフェニコールおよびキノロン耐性を付与し、5遺伝子が

アクリフラビン耐性を付与することが明らかとなった。 

［石川 淳、斉藤文子、今井 学］ 

 

真菌症レファレンス業務 

 医療機関や研究機関、自治体などからの要請にもとづき、

真菌感染症の診断、真菌に関する調査、真菌症に対する相談

業務などを行った。おもな内容として、真菌症疑いならびに

診断困難例等の臨床検体からの真菌検出および血清診断が18

件38検体、培養真菌の同定不能例における菌種同定業務など

37件、環境真菌調査など行政検査3件、感染症相談件数3件

であった。 

[大野秀明、金子幸弘、大川原明子、山越 智、宮﨑義継] 

 

品質管理に関する業務 

収去検査による抗生物質医薬品の力価試験 

今年度は、抗生物質医薬品２品目１６ロット（セフテラムピ

ボキシル錠剤２ロット細粒６ロット、および注射用セフピロ

ム硫酸塩８ロット）について力価試験を担当し、日局各条収

載の液体クロマトグラフィー法に準拠した定量法により行っ

た。収去品はすべて規定の含有量を示し「適合」と判定され

た。 

［村上裕子、石野敬子、石川淳、星野泰隆、金子幸弘、深澤

秀輔］ 
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albicans の biofilm に対するミカファンギンとボリコナゾ

ール、アムホテリシンBとの併用効果 第52回医真菌学

会 平成20年9月10-11日、長崎 

 

21) 村上裕子、鈴木哲朗、脇田隆字、深澤秀輔：細胞感染系を

用いたスクリーニングにより見いだされた新規標的を持

つ抗 HCV 物質の作用機構 第 56 回日本ウイルス学会学
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